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RESUMO 
 
Dor e ansiedade são sintomas frequentes em pacientes com câncer de 
cabeça e pescoço. O anticonvulsivante pregabalina possui indicação terapêutica 
para o tratamento da dor e, embora já tenha sido observado em estudos pré-clínicos 
e clínicos que o tratamento com a pregabalina apresenta efeito ansiolítico, não há 
estudos onde foi avaliado o efeito do tratamento com pregabalina na ansiedade 
relacionada à dor no câncer, mais especificamente câncer orofacial. Assim, o 
objetivo desse estudo foi investigar a relação entre dor e ansiedade em ratos com 
carcinoma facial, bem como avaliar a influência do tratamento com pregabalina 
nesses dois aspectos. O carcinoma facial foi induzido pela inoculação de células 
tumorais Walker-256 na área direita de inserção das vibrissas em ratos machos. A 
hiperalgesia mecânica facial e o comportamento do tipo ansioso foram avaliados no 
terceiro e sexto dias após a inoculação das células tumorais através dos filamentos 
de Von Frey (VF), e pelos testes do labirinto em cruz elevado (LCE) e transição 
claro-escuro (TCE), respectivamente. Foi avaliado no sexto dia o comportamento de 
grooming espontâneo facial e o teste de preferência condicionado ao lugar (CPP) 
como medidas de dor não evocadas. O efeito do tratamento com pregabalina (30 
mg/kg, v.o.) foi avaliado no sexto dia após a inoculação das células tumorais nos 
testes do VF, LCE, TCE, campo aberto, grooming espontâneo e CPP. Nossos 
resultados demonstraram que os animais com tumor desenvolvem hiperalgesia 
mecânica facial no terceiro dia, e esta se manteve até o sexto dia, entretanto o 
comportamento do tipo ansioso só foi detectado no sexto dia e apenas nos animais 
hiperalgésicos. O tratamento com pregabalina foi capaz de reduzir a hiperalgesia 
mecânica facial e o comportamento do tipo ansioso no grupo tumor no sexto dia 
após a inoculação das células tumorais. Ademais, o tratamento foi capaz de reduzir 
o grooming facial espontâneo e de induzir CPP seis dias após a inoculação das 
células tumorais. Todas essas alterações comportamentais foram específicas ao 
tratamento, uma vez que não foi observado alteração na atividade locomotora dos 
animais. Tendo em vista que o comportamento do tipo ansioso foi detectado após o 
estabelecimento das alterações sensoriais na face e, em apenas nos animais com 
tumor hiperalgésicos, nossos dados sugerem que a ansiedade é posterior ao 
desenvolvimento da dor e que a pregabalina pode representar uma opção 
terapêutica promissora no tratamento da dor e ansiedade associadas ao câncer na 
região orofacial. 
 
Palavras-chave: hiperalgesia mecânica, dor espontânea, câncer orofacial, 
anticonvulsivante, pregabalina, ratos. 
ABSTRACT 
 
Pain and anxiety are frequent symptoms in head and neck cancer patients. 
The anticonvulsant pregabalin has a therapeutic indication for the treatment of pain 
and, although pre-clinical and clinical studies have shown that treatment with 
pregabalin has an anxiolytic effect, there are no studies evaluating the effect of 
pregabalin treatment on anxiety related to cancer pain, more specifically orofacial 
cancer. Thus, the aim of this study was to investigate the relationship between pain 
and anxiety in rats with facial carcinoma, as the influence of pregabalin treatment in 
both aspects. The facial carcinoma was induced by subcutaneous inoculation of 
Walker-256 tumor cells in the right vibrissa pad of male Wistar rats. The facial 
mechanical hyperalgesia and anxiety-like behavior was assessed on day 3 and 6 
post tumor inoculation, using Von Frey filaments (VF), elevated plus maze (EPM) and 
light-dark transition (LDT) tests, respectively. Spontaneous facial grooming and 
conditioned place preference (CPP) were assessed as non-evoked pain 
measurements 6 days after tumor cells inoculation. The effect of pregabalin treatment 
(30 mg/kg, p.o.) was evaluated on day 6 post tumor cells inoculation on VF, EPM, 
LDT, open field, spontaneous grooming, and CPP tests. Our results demonstrated 
that tumor-bearing rats developed facial mechanical hyperalgesia starting 3 days 
post tumor induction, which was also significant on day 6, but the anxiety-like 
behavior was detected only in hyperalgesic tumor-bearing rats and only six days after 
tumor cells inoculation. Pregabalin treatment reduced both facial mechanical 
hyperalgesia and the anxiety–like behavior in tumor group on day 6 post tumor 
inoculation. In addition, pregabalin treatment was able to reduce the spontaneous 
facial grooming and to induce CPP 6 days after tumor inoculation. All behavioral 
changes were specific to treatment, since no alteration in the locomotor activity of the 
animals was observed. Considering that anxiety-like behavior was detected after the 
onset of facial sensorial alterations, and only in hyperalgesic tumor-bearing rats, our 
data suggest that anxiety is subsequent to the development of pain, and pregabalin 




Keywords: Mechanical hyperalgesia, spontaneous pain, orofacial cancer, 
anticonvulsant, pregabalin, rats. 
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1.1 CÂNCER DE CABEÇA E PESCOÇO 
 
As neoplasias de cabeça e pescoço são o sexto tipo de câncer mais 
frequente mundialmente, com mais de 600 mil novos casos diagnosticados por ano e 
com aproximadamente 350 mil óbitos (DIXIT et al., 2015). Essas neoplasias incluem 
cânceres que são originados na cavidade oral e nasal, seios paranasais, glândulas 
salivares, faringe e laringe, podendo ocorrer metástase para diferentes locais 
(REZENDE et al., 2010; CAMPANA e GOIATO, 2013). Cerca de 80% das neoplasias 
de cabeça e pescoço são cânceres na cavidade oral, os quais em sua maioria são 
diagnosticados como carcinoma oral de células escamosas (REZENDE et al., 2010; 
NCI, 2013). Para o Brasil, o INCA estima a ocorrência de aproximadamente 11.140 
novos casos de câncer em homens e 4.350 em mulheres, para o ano de 2016, 
sendo que estas estimativas referem-se apenas ao câncer que afeta o lábio e a 
cavidade oral (INCA, 2016). 
A patogênese da doença inclui tanto fatores extrínsecos, quanto intrínsecos 
ao organismo. Dentro os fatores extrínsecos, o uso abusivo de álcool e tabaco são 
os mais importantes para o desenvolvimento da doença, especialmente para o 
câncer da cavidade oral, sendo que o uso concomitante dos dois aumenta 
consideravelmente o risco de desenvolvimento (HASHIBE et al., 2009; NCI, 2013). 
Além disso, infecções pelo papilomavírus humano (HPV) é outro fator de risco para o 
desenvolvimento de neoplasias de cabeça e pescoço, principalmente na região da 
orofaringe (CHATURVEDI et al., 2011; NCI, 2013). Considerando os fatores 
intrínsecos, alterações genéticas, tais como na expressão de diversos microRNA que 
atua como potentes oncogênes ou supressores do tumor, representam o principal 
fator para o desenvolvimento dessa neoplasia (KARATAS et al., 2017). 
O melhor método diagnóstico para este tipo de câncer é através de exames 
clínicos, nos quais são avaliadas as características das lesões, tais como ulceração, 
infiltração e necrose tecidual, além de exames por imagem. Para a confirmação do 
diagnóstico a realização de biópsias e analises histopatológicas são empregadas 
(BAGAN et al., 2010; INCA, 2012). Após confirmação do diagnóstico da doença, o 
tratamento dependerá de uma série de fatores, incluindo a localização do tumor, o 
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estágio da doença, a idade do paciente, bem como a saúde geral do paciente. Os 
principais métodos de tratamento incluem cirurgias, radioterapia, quimioterapia ou a 
combinação desses tratamentos (INCA, 2012). 
É importante ressaltar que a dor é um dos sintomas chave para o 
diagnóstico precoce da doença, sendo freqüente em vários tipos de câncer de 
cabeça e pescoço (BAGAN et al., 2010; LAM e SCHMIDT, 2011). Além da dor, outros 
sintomas associados a esta condição são nódulos, feridas não cicatrizadas, dor de 
garganta persistente, dificuldade para deglutir, além de alterações na voz. 
Entretanto, é importante ressaltar que esses sintomas podem estar associados a 
outras condições menos graves e de fácil tratamento. 
 
1.2 DOR ASSOCIADA AO CÂNCER 
 
1.2.1 Processamento nociceptivo trigeminal 
 
As informações sensoriais da região craniofacial são transmitidas através do 
sistema sensorial trigeminal, o qual é constituído por estruturas periféricas, i.e., 
nervo e gânglio do trigêmeo, e estruturas centrais, i.e., núcleos do complexo 
sensorial trigeminal (SESSLE, 2006). O nervo trigêmeo é composto por três ramos: o 
ramo oftálmico, o ramo maxilar e o ramo mandibular. O ramo oftálmico inerva 
principalmente a parte superior da cabeça, incluindo as meninges e a córnea; o ramo 
maxilar inerva a mucosa e os dentes maxilares, o lábio superior, e o ramo 
mandibular inerva principalmente a região da mandíbula, lábio inferior, mucosa e 
dentes mandibulares. As fibras do ramo oftálmico e do ramo maxilar são apenas 
sensoriais, enquanto que junto com as fibras do ramo mandibular trafegam fibras 
motoras, as quais são responsáveis pela inervação dos músculos mastigatórios 
(SESSLE, 2006). 
As fibras que integram o nervo trigêmeo são classificadas em fibras 
nociceptivas (fibras Aδ e fibras C) e mecanoreceptores de baixo limiar (fibras Aα e 
Aβ). Dentre as fibras nociceptivas, as fibras Aδ são mielinizadas, com velocidade de 
condução e diâmetro intermediário, enquanto que as fibras C não são mielinizadas, 
apresentam velocidade de condução lenta e menor diâmetro, sendo que ambas são 
ativadas por estímulos nocivos mecânicos, térmicos e químicos. Em relação às 
fibras proprioceptivas, tanto as fibras Aα quanto as fibras Aβ são mielinizadas com 
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velocidade de condução alta e de maior diâmetro, as quais são responsáveis pela 
transdução de estímulos proprioceptivos e inócuos (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010). 
Os corpos celulares destas fibras estão presentes no gânglio do trigêmeo, enquanto 
que os corpos celulares das fibras proprioceptivas (Aα) estão localizados no núcleo 
mesencefálico, e as mesmas estabelecem sinapses com neurônios de segunda 
ordem nos núcleos do complexo sensorial trigeminal, localizados no tronco 
encefálico. O complexo sensorial pode ser dividido em núcleo sensorial principal e 
núcleo do trato espinhal, sendo que o último é integrado pelos subnúcleo oralis, 
subnúcleo interpolaris e subnúcleo caudalis. O subnúcleo caudalis, também 
denominado corno dorsal bulbar, localiza-se no bulbo e recebe a maior parte das 
projeções dos aferentes nociceptivos. Os neurônios que partem destes subnúcleos, 
i.e., neurônios de segunda ordem, podem ser classificados como nociceptivos 
específicos, de amplo limiar dinâmico, e receptores mecânicos de baixo limiar. Os 
primeiros são ativados exclusivamente por estímulos nocivos, enquanto neurônios 
de ampla faixa dinâmica, por apresentarem essa ampla faixa de reconhecimento, 
podem responder desde estímulos inócuos até nocivos (SESSLE, 2005). 
Os neurônios de segunda ordem redirecionarão as informações sensoriais 
para diferentes regiões do tálamo, estrutura responsável pelo processamento dos 
estímulos sensoriais. Do tálamo partem projeções de neurônios de terceira ordem 
para o córtex somatossensorial primário e secundário, e ínsula; regiões 
responsáveis pela interpretação das informações em caráter de localização, 
intensidade e duração. Ademais, as informações sensoriais provenientes do tálamo 
podem ser conduzidas para outras estruturas centrais corticais e límbicas, sendo 
nessas regiões que ocorrem o processamento e a interpretação das respostas 
emocionais, afetivas e cognitivas da dor (SESSLE, 2006; OSSIPOV et al., 2010; 
CHICHORRO et al., 2017). 
Além disso, a ativação de estruturas mesencefálicas e bulbares podem 
modular o processamento nociceptivo. A principal via descendente inibitória, inclui 
estruturas como a substância cinzenta periaquedutal (PAG) – bulbo 
rostroventromedial (RVM), as quais emitem projeções para o corno dorsal da 
medula, modulando as respostas nocicpetivas. Estudos identificaram que no RVM 
existe subtipo de células denominadas de células on, as quais apresentam um 
aumento na atividade em resposta a estímulos nocivos, e outro subtipo denominado 
de células off, sendo que essas possuem função de cessar o disparo nociceptivo 
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(OSSIPOV et al., 2014; CHICHORRO et al., 2017). Além disso, a PAG e o RVM 
possuem comunicação com o locus coeruleus e o núcleo subparabraquial, dos quais 
partem projeções noradrenérgicas descendentes até o complexo sensorial trigeminal 
e o corno dorsal da medula (PERTOVAARA, 2006; OSSIPOV et al., 2014).  
 
1.2.2 Dor relacionada ao câncer de cabeça e pescoço 
 
Dentre os vários sintomas relacionados às neoplasias de cabeça e pescoço, 
a dor normalmente é o primeiro sintoma a ser relatado em cerca de 40% dos casos, 
sendo que cerca de 70% dos pacientes relatam dor no decurso da doença (LAM e 
SCHMIDT, 2011; SCHMIDT, 2014). Muitas das neoplasias de cabeça e pescoço são 
carcinomas de células escamosas, as quais são consideradas extremamente 
dolorosas (SCHMIDT, 2015). Nesse tipo de neoplasia, os mecanismos mais comuns 
de geração de dor são a estimulação direta dos terminais nervosos na mucosa, 
compressão dos nervos sensoriais, ulceração e infecção, invasão e destruição óssea 
e complicações da terapia oncológica (BONICA, 1990). A estimulação das 
terminações nervosas livres é um dos primeiros sinais do crescimento tumoral, 
podendo produzir dor superficial, causando uma sensação de queimação local 
constante (DATTA e PAI, 2006). Além disso, processos funcionais e estimulação 
mecânica das estruturas orais durante a fala, mastigação, deglutição podem 
desencadear dor severa (DATTA e PAI, 2006; VIET e SCHMIDT, 2012). Carcinomas 
de células escamosas tendem a produzir ulceração, e apesar da ulceração per se 
não produzir dor, o tecido ulcerado pode infeccionar, levando a inflamação, o que 
pode causar o processo doloroso (DATTA e PAI, 2006). Como o crescimento tumoral 
pode promover compressão do nervo trigêmeo, a dor normalmente é relatada na 
área de inervação do ramo do nervo envolvido. Inicialmente, a invasão óssea não 
produz dor, entretanto, com o crescimento tumoral ocorre uma expansão do 
periósteo, o que promove a estimulação dos aferentes nociceptivos dessa região 
(DATTA e PAI, 2006). Além disso, o paciente pode sentir dor devido a complicações 
ou sequelas do tratamento do tumor. Durante procedimentos cirúrgicos normalmente 
é necessário fazer a transecção dos nervos, o que pode levar a formação de 
neuromas. Mais ainda, o tratamento quimioterápico sozinho ou em combinação com 
radioterapia pode levar ao desenvolvimento de mucosite, a qual representa uma das 
principais complicações do tratamento quimioterápico (DATTA e PAI, 2006). A 
17 
 
mucosite é uma ulceração que pode ocorrer em todo o trato digestivo, sendo 
extremamente dolorosa quando acomete a cavidade oral (SONIS, 2013; VIET et al., 
2014). 
A dor no câncer pode ser expressa na forma de dor evocada, dor 
espontânea ou tônica, e dor disruptiva (MANTYH, 2006). A dor evocada ocorre 
quando há a ativação direta das fibras aferentes primárias, podendo ser 
desencadeada por estímulos mecânicos, térmicos e químicos. Muitos nociceptores 
tem suas propriedades de respostas alteradas após a lesão tecidual causada pelo 
tumor, promovendo o desenvolvimento da sensibilização periférica, o que resulta 
numa resposta aumentada a um estímulo nocivo (hiperalgesia), e a percepção de 
dor a um estímulo inócuo (alodinia) (MANTYH, 2006). Em relação à dor espontânea 
ou tônica, a mesma é percebida na ausência de qualquer estímulo, e como a dor 
possui um componente emocional e subjetivo, esse aspecto da dor pode estar 
intimamente relacionado com o componente motivacional e afetivo da dor (KING et 
al., 2009; NAVRATILOVA et al., 2013). Já a dor do tipo disruptiva, também conhecida 
por breakthrough pain, é comumente descrita como uma exacerbação transiente da 
dor que pode ocorrer de forma espontânea ou por algum gatilho específico previsível 
ou imprevisível, que ocorre na presença do controle farmacológico da dor 
preexistente (MERCADANTE, 2013, 2015). Estudos sugerem que apesar de existir 
essas três formas de dor no câncer os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento 
de cada uma delas parecem ser distintos e ainda pouco conhecidos (QU et al., 2011; 
NAVRATILOVA et al., 2013; MERCADANTE, 2015) 
A dor nessa patologia é mantida pela liberação de diversos mediadores 
nociceptivos no microambiente tumoral. Mais especificamente nas neoplasias de 
cabeça e pescoço, o NGF e as endotelinas parecem ser mediadores chaves na dor 
(VIET e SCHMIDT, 2012; SCHMIDT, 2015). Estudos com carcinoma oral de células 
escamosas demonstraram que o tumor produz diversos fatores neurotróficos, 
incluindo o NGF, sendo que o próprio tumor pode produzir e liberar NGF (YE et al., 
2011). Estudos pré-clínicos demonstraram que o sequestro do NGF com anticorpo 
promove o alivio da dor, e o anti-NGF reduz a dor, progressão e caquexia em modelo 
animal com carcinoma de células escamosas (MANTYH et al., 2010; YE et al., 
2011). Ademais, carcinoma oral de células escamosas produz altos níveis de 
endotelina-1 (ET-1) (SCHMIDT et al., 2007; PICKERING et al., 2008). Corroborando 
essas evidências, um estudo prévio do nosso grupo mostrou a participação do 
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sistema endotelinérgico na dor em modelo de carcinoma facial, em que o bloqueio 
dos receptores de endotelina com a bosentana (antagonista misto ETA e ETB) foi 
capaz de reduzir a hiperalgesia ao calor e reduzir a dor espontânea 
(KOPRUSZINSKI, 2016). 
O xenoenxerto com células Walker-256B tem sido amplamente utilizado para 
estudar a fisiopatologia do câncer, i.e., metabolismo celular, comprometimento 
imunológico, efeito de drogas antitumorais, além da dor associada ao câncer (ACCO 
et al., 2012; SHENOY et al., 2016). Devido a suas características histomorfológicas 
semelhantes ao carcinoma oral humano, de rápido crescimento, produção e 
liberação de citocinas, essa linhagem tumoral tem sido utilizada para o estudo dos 
mecanismos que contribuem para a dor em carcinomas orofaciais. Já foi 
demonstrado que após a inoculação das células Walker-256 na face os animais 
desenvolvem alterações sensoriais evocadas, e.g., hiperalgesia mecânica e térmica, 
e não evocadas, como grooming espontâneo e preferência condicionada ao lugar, 
em diferentes períodos, o que permite o estudo de diferentes aspectos da dor 
associada ao câncer (HARANO et al., 2010; HIDAKA et al., 2011; KOPRUSZINSKI, 
2016; ONO et al., 2009). 
 
1.3 ANSIEDADE PATOLÓGICA: UMA EMOÇÃO MAL ADAPTATIVA 
 
A ansiedade é um estado emocional que possui tanto componentes 
psicológicos, como apreensão, medo da perda do controle, sentimento de 
inutilidade, e componentes fisiológicos, tais como hiperexcitação autônoma, aumento 
da frequência cardíaca e respiração, tremor, sudorese, tensão muscular, dentre 
outros (APA, 2013). A ansiedade, enquanto uma emoção normal é adaptativa, ou 
seja, tem característica de sobrevivência ou de aumento de desempenho em 
diferentes atividades, aumentando a atenção e permitindo respostas rápidas a 
possíveis perigos. No entanto, quando este sentimento é persistente, de alta 
intensidade e duradouro ele perde essa característica adaptativa de sobrevivência e 
torna-se uma resposta emocional mal adaptativa, levando ao desenvolvimento de 
uma condição patológica denominada de transtornos de ansiedade.  
Há vários tipos de transtornos de ansiedade com base em diferentes sinais e 
sintomas, dos quais podemos destacar o Transtorno de Ansiedade Generalizada 
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(TAG), Transtorno do Pânico (TP) com ou sem agorafobia e o Transtorno de 
Ansiedade Social (TAS). Esses transtornos são relativamente freqüentes na 
população em geral, com uma prevalência de aproximadamente de 30% (KESSLER, 
2007). Existem evidências que os mecanismos centrais da ansiedade são similares 
em animais e humanos, e o que o processamento para as respostas são mediados 
parcialmente por substratos neurais que se sobrepõem (DAVIS et al., 2010). 
Algumas das áreas já identificadas que estão implicadas na modulação da 
ansiedade são a amígdala (porções basolateral – BLA e central – CeA), o 
hipocampo, o córtex pré-frontal medial (mPFC) o hipotálamo e a substância cinzenta 
periaquedutal (PAG) (TOVOTE et al., 2015; CRASKE et al., 2017). 
É importante ressaltar que algumas dessas estruturas são responsáveis 
tanto por mediar respostas ansiogênicas quanto ansiolíticas, indicando a presença 
de circuitos neurais distintos na ansiedade. CALHOON e TYE (2015) propuseram 
um modelo de quatro passos, onde primeiramente ocorre a detecção de estímulos 
externos, seguido da interpretação e avaliação do evento, que por fim gerará uma 
resposta frente ao estimulo. Na ansiedade, ocorre então a ativação de vias que irão 
interpretar o estímulo como ameaçador. Por exemplo, a ativação da via BLA – 
hipocampo ventrolateral (vHPC) – mPFC é considerada ansiogênica, enquanto que 
a ativação da via BLA – CeA subdivisão lateral pode ser tanto ansiolítica, quanto 
ansiogênica (TYE et al., 2011; FELIX-ORTIZ et al., 2013). Os eferentes da CeA para 
a PAG e hipotálamo são os responsáveis por iniciar as respostas relacionadas à 
ansiedade, respostas autônomas, e respostas hormonais (GRUPE e NITSCHKE, 
2013). Levando em consideração que alguns dos substratos neurais implicados nos 
transtornos de ansiedade também estão relacionados com a dor, é possível que as 
conexões entre esses substratos participem de um mecanismo comum entre 
ansiedade e dor (ZHUO, 2016).  
 
1.3.1 Ansiedade patológica e câncer 
 
Pacientes com câncer enfrentam as incertezas da doença, que incluem 
preocupações com a eficácia do tratamento e seus efeitos, medo da progressão 
tumoral e morte (MEHNERT e KOCH, 2007). Os níveis de ansiedade tendem a 
aumentar durante a evolução da doença, sendo que o paciente relata preocupação e 
medo sobre o futuro (MASSIE e HOLLAND, 1992; MILLER e MASSIE, 2006). 
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Respostas persistentes de ansiedade e preocupação, ou seja, respostas mal 
adaptativas e patológicas estão presentes em pacientes com câncer, e essas 
respostas podem levar a transtornos de ansiedade (STEINMAN, 2009). 
Existem evidências de que pacientes diagnosticados com câncer 
apresentam alta incidência de TAG (DEROGATIS et al., 1983; NORDIN et al., 2001). 
A prevalência de TAG pode chegar até 49% em pacientes com câncer, sendo que 
aqueles que já tiveram histórico de ansiedade antes do diagnóstico de câncer 
possuem maior risco de reincidência (BREITBART, 1995; VAN'T SPIJKER et al., 
1997; NIKBAKHSH et al., 2014). O nível de ansiedade pode diminuir quando o 
paciente faz reavaliação do caso, resultando em um prognóstico favorável. Por outro 
lado, em pacientes que são reavaliados e o prognóstico é ruim, os níveis de 
ansiedade aumentam na maioria dos casos (LAMPIC et al., 2001). 
Sabe-se que tanto o diagnóstico quanto o tratamento do câncer podem 
prejudicar o estado psicossocial do paciente, de tal modo a afetar a qualidade de 
vida negativamente (MELO FILHO et al., 2013). Em relação aos pacientes com 
câncer de cabeça e pescoço, cerca de 30% desses pacientes apresentam níveis 
elevados de ansiedade (WU et al., 2016). Apesar da relação entre ansiedade e 
câncer não estar completamente elucidada, alguns estudos sugerem que vários 
fatores incluindo a doença per se, o tratamento com antineoplasicos, o medo do 
prognóstico e o controle insatisfatório da dor associada ao câncer podem contribuir 
para o aumento dos níveis de ansiedade (MASSIE e HOLLAND, 1989; TICKOO et 
al., 2015; UNAL et al., 2016). Além dessas evidências clínicas, dados prévios do 
nosso laboratório já demonstraram que animais com carcinoma orofacial 
desenvolver hiperalgesia térmica ao calor e comportamento do tipo ansioso, 
demonstrando uma possível relação entre a dor associada ao câncer facial e 
ansiedade (GAMBETA et al., 2016). 
 
1.4 A RELAÇÃO ENTRE DOR E ANSIEDADE 
 
A interação entre dor e emoções negativas (ansiedade, medo, depressão) já 
foi reportada em inúmeros estudos. Pacientes com fibromialgia apresentam maior 
sensação de dor quando estão com raiva ou tristes (VAN MIDDENDORP et al., 
2010). Pacientes diagnosticados com transtorno de estresse pós-traumático (TEPT) 
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descrevem um aumento na sensação de dor (GEUZE et al., 2007). Sabe-se ainda 
que a dor pode causar alterações emocionais, como ansiedade e medo, assim como 
a ansiedade pode aumentar a sensação de dor (BUSHNELL et al., 2013; KOGA et 
al., 2015). Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos subjacentes a essa 
interação, mas é válido ressaltar que técnicas ou manipulações que reduzem a 
ansiedade, bem como o uso de drogas ansiolíticas são benéficas em reduzir a dor 
em pacientes com dor crônica (WIECH e TRACEY, 2009). 
Recentemente, através de estudos de imagem do cérebro de humanos foi 
possível identificar várias regiões encefálicas que estão envolvidas em ambas as 
condições, das quais pode ser destacado o córtex insular (IC), o córtex cingulado 
anterior (ACC) e a amígdala (ZHUO, 2016). Considerando as limitações dos 
modelos animais, os estudos de imagem do cérebro humano forneceram um suporte 
para o entendimento dessa interação entre a dor e a ansiedade, e esses estudos 
tem apontado o ACC como uma das regiões mais importantes para essa interação 
(HSIEH et al., 1999; PLOGHAUS et al., 1999; WIECH e TRACEY, 2009; YOSHINO 
et al., 2010). 
O ACC é considerado importante em integrar as informações de ansiedade e 
dor pelo fato das sinapses glutamatérgicas nessa estrutura serem altamente 
plásticas, sendo semelhantes às encontradas no hipocampo que foram bem 
descritas no aprendizado e memória (BLISS e COLLINGRIDGE, 1993, 2013). ZHUO 
(2016) propôs uma via descendente corticoespinhal que pode explicar a dor ou 
desconforto somático relacionado à ansiedade. Segundo esse autor, o aumento da 
atividade do ACC devido ao aumento dos níveis de ansiedade poderia ativar o 
sistema facilitatório descendente. Neurônios no ACC mandam projeções para o 
RVM, o qual possui projeções modulatórias para o corno dorsal da medula espinhal. 
Além disso, neurônios do ACC também podem fazer conexões diretamente com o 
corno dorsal da medula através de uma via corticoespinhal, sendo o glutamato o 
provável transmissor liberado. Essas vias descendentes podem potencializar a 
transmissão excitatória de neurônios sensoriais espinhais e aumentar a transmissão 
para estruturas superiores através da via espinotalâmica. Tendo isso em vista, a rede 
ACC-espinhal pode promover um possível mecanismo para a ansiedade 
desencadear a dor. 
Corroborando as observações clínicas, estudos pré-clínicos já 
demonstraram uma relação entre dor e ansiedade. Estudos com modelo de 
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neuralgia pós-herpética, dor neuropática espinhal pela constrição do nervo ciático, 
dor neuropática associada ao HIV, demonstraram que os animais desenvolvem, 
além dos comportamentos nociceptivos, comportamento do tipo ansioso (HASNIE et 
al., 2007; ROESKA et al., 2008; WALLACE et al., 2008; SEMINOWICZ et al., 2009). 
Esta relação também já foi observada em alguns estudos em modelos animais de 
dor orofacial, os quais empregaram modelos de dor inflamatória, neuropática e dor 
associada ao câncer (SHANG et al., 2015; WANG et al., 2015; BAHAADDINI et al., 
2016; GAMBETA et al., 2016; RAOOF et al., 2016). Todavia nenhum estudo até o 
presente momento avaliou se haveria uma relação causal da ansiedade e da dor 
associada ao câncer, mais especificamente do câncer orofacial. 
 
1.5 CONTROLE DA DOR E DA ANSIEDADE ASSOCIADA AO CÂNCER 
 
Atualmente o tratamento farmacológico para o controle da dor em pacientes 
com câncer segue a Escada Analgésica para a Dor de Câncer proposta pela 
Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 1996). Essa escada é composta de 
três degraus, sendo que no primeiro degrau estão representados os anti-
inflamatórios não esteroidais, no segundo os opióides fracos e no terceiro os 
opióides fortes. De acordo com essa escada, em casos de dor de intensidade leve 
recomenda-se o emprego dos fármacos do primeiro degrau. Em casos de dor de 
intensidade moderada, preconiza-se a utilização de opióides fracos com ou sem a 
associação de fármacos adjuvantes, e.g. antidepressivos, anticonvulsivantes. 
Quando a dor relatada é de intensidade severa sugerem a utilização de opióides 
fortes, com ou sem a associação de fármacos adjuvantes (Figura 1A) (WHO, 1996). 
Entretanto, EISENBERG et al. (2005) relatam que aproximadamente 30% 
dos pacientes que recebem tratamento de acordo com a escada analgésica proposta 
pela OMS não alcançam uma analgesia efetiva. Tendo isto em vista, VARGAS-
SCHAFFER (2010) propôs uma modificação da escada analgésica da OMS, 
incluindo um “quarto degrau”, no qual seriam empregados procedimentos 
intervencionistas, tais como bloqueio de nervos, estimuladores espinais, 
procedimentos cirúrgicos, a fim de buscar melhor alívio da dor severa (Figura 1B). 
Além disso, nessa modificação propõe-se que fármacos adjuvantes poderiam ser 
associados a qualquer momento de acordo com a necessidade do paciente. É 
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Interessante notar que essa versão da escada analgésica possui um design 
bidirecional, isto é, uma subida lenta para o controle de dor crônica e dor de câncer, 
e uma descida rápida para o controle de dor aguda intensa, dor crônica não 
controlada, e dor disruptiva. Por outro lado, RAFFA e PERGOLIZZI (2014) 
propuseram ao invés de uma escada, uma “pirâmide analgésica”, que segue as 
mesmas diretrizes propostas pela OMS; entretanto, sugere que no mesmo nível seja 
possível alternar os fármacos utilizados naquele nível. Por exemplo, alternar 
diferentes AINEs no primeiro nível, ou realizar uma rotação de opióides no 2° ou 3° 
níveis, ou procedimentos intervencionistas no topo. Além disso, é proposto também 
que a associação com fármacos adjuvantes pode ser utilizada em todos os níveis 
(Figura 1C). 
Diferentes classes de fármacos com outras indicações terapêuticas são 
indicados para a utilização em associação com analgésicos para o controle da dor, 
os quais são chamados de adjuvantes. As principais classes de adjuvantes para o 
controle da dor são os anticonvulsivantes e os antidepressivos. Estes fármacos são 
recomendados para o controle da dor no câncer quando ocorre lesão dos aferentes 
sensoriais primários, caracterizando a dor neuropática associada ao câncer (MITRA 
e JONES, 2012; VAN DEN BEUKEN-VAN EVERDINGEN et al., 2017). Apesar dos 
opióides serem a droga de escolha para o controle da dor associada ao câncer, 
quando esta adquire o componente neuropático, a eficácia dos opióides é reduzida, 
mesmo em doses geralmente eficazes (PORTENOY et al., 1990; HEGARTY e 
PORTENOY, 1994; MERCADANTE e PORTENOY, 2001). Além da baixa eficácia no 
controle da dor neuropática, o uso crônico de opióides produz diversos efeitos 
adversos (DWORKIN et al., 2007). Devido a essas características, é recomendada a 





Figura 1 Escadas analgésicas para o controle da dor associada ao câncer. 
Primeira escada proposta para o controle da dor associada ao câncer pela OMS (Painel A), 
Modificação proposta por Vargas-Schaffer em 2010 (Painel B), Pirâmide analgésica proposta por 
Raffa e Pergolizzi em 2014 (Painel C). 
 
Com relação à ansiedade, existem evidências de que esse transtorno é 
subdiagnosticado e subtratado em pacientes com câncer. É interessante notar que o 
tratamento da ansiedade nessa população de pacientes normalmente é feito através 
de terapia cognitiva-comportamental (GREER et al., 2010), ou com o uso de 
fármacos antidepressivos e/ou ansiolíticos (TRAEGER et al., 2012). Atualmente há 
uma grande variedade de fármacos que possuem efeito ansiolítico e são usados no 
tratamento da ansiedade, tais como fármacos benzodiazepínicos e não 
benzodiazepínicos, os antidepressivos e também os anticonvulsivantes 
(ANDREATINI et al., 2001). Os antidepressivos inibidores seletivos da recaptação de 
serotonina (ISRS), tais como fluoxetina e paroxetina, são normalmente prescritos 
para o tratamento prolongado da ansiedade. Mais recentemente, alguns estudos 
evidenciaram que o tratamento com o anticonvulsivante pregabalina apresenta 
eficácia clínica no controle da dor, mas também pode melhorar a qualidade de vida 
do paciente com dor crônica, inclusive pelo seu efeito na ansiedade (FRAMPTON e 
FOSTER, 2006; WIFFEN et al., 2013; FRAMPTON, 2014; JAVED et al., 2015; 





A pregabalina é um anticonvulsivante aprovado para o tratamento de crises 
epilépticas parciais (convulsões) em adultos e para a dor neuropática diabética, 
neuralgia pós-herpética, fibromialgia e dor neuropática associada à lesão da medula 
espinhal (FDA, 2004). Mais ainda, a pregabalina tem sido estudada para outras 
indicações ainda não aprovadas pelo FDA. Foi demonstrado que o tratamento com 
pregabalina foi capaz de melhorar a qualidade do sono, reduzir a síndrome das 
pernas inquietas, e auxiliar no tratamento do transtorno de ansiedade generalizada 
(HINDMARCH et al., 2005; GARCIA-BORREGUERO et al., 2010; MONTGOMERY e 
KASPER, 2010). As principais reações adversas mais frequentes já notificadas são 
tontura e sonolência, em geral de intensidade leve a moderada. A pregabalina 
apresenta estrutura molecular semelhante com a leucina e o GABA, entretanto não 
tem ligação relevante ao receptor de GABA, aos seus sítios alostéricos, ao 
transportador ou nas enzimas envolvidas em sua síntese e degradação (LI et al., 
2011; MICÓ e PRIETO, 2012).  
A pregabalina liga-se na subunidade α2δ dos canais de cálcio dependentes 
de voltagem, impedindo o influxo de cálcio de tal modo a reduzir a liberação de 
neurotransmissores excitatórios (KAVOUSSI, 2006; TESFAYE et al., 2011). O canal 
de cálcio é formado por um complexo de subunidades: α1, α2δ, β, e γ. A subunidade 
α1 é responsável por formar o poro para a passagem dos íons cálcio, e as outras 
subunidades são responsáveis pelo funcionamento e modulação do canal 
(DOLPHIN, 2006). Já foi demonstrando que a subunidade α2δ está presente nos 
canais de cálcio dependentes de voltagem do tipo L, N, P/Q e R, os quais são 
ativados por alta voltagem, e no tipo T que é ativado por baixa voltagem. Sabe-se 
que esses subtipos de canais de alta e baixa voltagem compreendem um total de 
dez diferentes subunidades Cavα1. Três dessas subunidades abrangem a família do 
canal do tipo T, Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3. Há duas grandes famílias dos canais 
ativados por alta voltagem, a família Cav1 que codifica quatro diferentes tipos de 
canais do tipo L (Cav1.1 a Cav1.4), e a família Cav2, que compreende o canal do tipo 
P/Q (Cav2.1), canal do tipo N (Cav2.2), e canal do tipo R (Cav2.3) (ZAMPONI, 2016). 
É interessante notar que o canal do tipo N apresenta papel importante para o 
desenvolvimento dos transtornos de ansiedade, bem como para a dor crônica 
(ZAMPONI, 2016). Mais ainda, a subunidade α2δ possui uma densa expressão em 
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várias regiões do sistema nervoso central, como o ACC, IC, amígdala, PAG e corno 
dorsal da medula (STAHL et al., 2013). A pregabalina inibe a transmissão sináptica 
mediada principalmente pelo canal Cav2.2, além de interferir com a função da 
subunidade α2δ que é responsável pelo ancoramento do canal na membrana 
plasmática (STAHL et al., 2013; ZAMPONI, 2016). 
Após a despolarização da membrana plasmática, o aumento do influxo de 
íons cálcio pelos canais de cálcio dependentes de voltagem (VGCC) promove a 
liberação de mensageiros excitatórios, os quais possuem papel fundamental na 
transmissão nociceptiva. Tendo isso em vista, drogas que diminuam a transmissão 
sináptica através dos VGCC, como os gabapentinóides, representam um alvo 
farmacológico para o controle da dor. Os gabapentinóides são preferencialmente 
ativos em estados de sensibilização central, sendo que a subunidade α2δ é 
altamente expressa no corno dorsal da medula espinhal (TUCHMAN et al., 2010). 
Estudos sugerem que a pregabalina pode reduzir as respostas nociceptivas a nível 
espinhal e supraespinhal (KREMER et al., 2016). 
Estudos clínicos já demonstraram a eficácia analgésica do tratamento com a 
pregabalina em pacientes com dor neuropática (PEREZ et al., 2009; NAVARRO et 
al., 2010). Mais especificamente em dores orofaciais, foi observado um efeito anti-
hiperalgésico da administração sistêmica de pregabalina em modelo de dor 
neuropática trigeminal, dor neuropática diabética, dor inflamatória e dor associada 
ao câncer (CAO et al., 2013; KUMAR et al., 2013; NONES et al., 2013; HUMMIG et 
al., 2014). Embora já tenha sido observado em estudos pré-clínicos e clínicos que o 
tratamento com a pregabalina apresenta efeito ansiolítico em modelos de medo 
concidionado e em pacientes com transtorno de ansiedade generalizada, não há 
estudos nos quais se avaliaram o efeito do tratamento com pregabalina na 
ansiedade relacionada à dor no câncer (ZOHAR et al., 2008; FELTNER et al., 2011; 





2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o desenvolvimento concomitante de alterações comportamentais 
sensoriais e comportamento do tipo ansioso em ratos com tumor facial, bem como 
verificar o potencial efeito antinociceptivo e ansiolítico da pregabalina. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Após a inoculação das células tumorais em ratos, foi avaliado: 
 
-   O decurso temporal do comportamento do tipo ansioso; 
-   A relação entre o desenvolvimento de hiperalgesia mecânica facial e o 
comportamento do tipo ansioso; 
-   A influência do tratamento sistêmico agudo com pregabalina na hiperalgesia 
mecânica facial; 
-   O efeito do tratamento sistêmico agudo com pregabalina no comportamento 
do tipo ansioso em ratos hiperalgésicos; 
-   A influência do tratamento sistêmico agudo com pregabalina na atividade 
locomotora; 
-   O efeito do tratamento sistêmico agudo com pregabalina na dor não evocada 








Em todos os experimentos comportamentais foram utilizados ratos machos 
(Rattus norvegicus), variedade Wistar, pesando entre 180-220 g. Para a manutenção 
das células tumorais, foram utilizadas ratas fêmeas (Rattus norvegicus), variedade 
Wistar, pesando entre 180-200 g. Todos os animais foram provenientes do Biotério 
do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (UFPR), 
mantidos em condições controladas de temperatura (22 ± 2°C) e luminosidade (ciclo 
claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a ração e água. Os animais foram 
aclimatizados no biotério por no mínimo dois dias antes dos experimentos. Foram 
mantidos e agrupados em um número máximo de 5 animais por caixa. Os 
experimentos foram conduzidos de acordo com o guia de ética da Associação 
Internacional para o estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMANN, 1983), e pelos 
regulamentos brasileiros para o bem-estar animal e Resoluções Normativas e 
Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA. 
Todos os protocolos experimentais foram aprovados previamente pelo Comitê de 
Ética para o Uso de Animais da Universidade Federal do Paraná (número de 
autorização # 938), e todos os esforços foram feitos para minimizar o número de 




Foram utilizadas as seguintes drogas, reagente e soluções no presente 
estudo:  
 Ácido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediaminetetraaceticacid – 
EDTA, Amresco LLC, Clevland, OH, USA); 
 Azul de Tripan (Alphatec, Macaé, RJ, Brasil); 
 Carboximetilcelulose (Geremias Farmácias, Videira, SC, Brasil); 




 Pregabalina (Lyrica®, Pfizer, Freiburg, Germany); 
 Solução salina estéril 0,9% (Samtec biotecnológica, Ribeirão Preto, SP, 
Brasil); 
 Tampão salina-fosfato (Phosphatebuffered saline – PBS, Laorclin, Vargem 
Grande, PR, Brasil); 
 Xilasina (Rhobifarma Ind. Farmacêutica, São Paulo, Brazil); 
A pregabalina foi preparada na forma de suspensão contendo 0,5% de 
carboximetilcelulose, sendo administrada na dose de 30 mg/kg por via oral (2 
mL/kg). EDTA foi dissolvido em PBS na concentração de 0,5 M pH 8,0. O azul de 
Tripan foi dissolvido em PBS na concentração de 0,4%. A dose de pregabalina (30 
mg/kg, v.o.) foi escolhida baseada em estudos prévios do laboratório (NONES et al., 
2013; HUMMIG et al., 2014) e outros grupos (NAGAKURA et al., 2009; BAASTRUP 
et al., 2011; BANNISTER et al., 2011; NARITA et al., 2012; MURAI et al., 2016). 
 
3.3 MANUTENÇÃO E INOCULAÇÃOS DAS CÉLULAS TUMORAIS 
 
O carcinoma facial foi induzido através da inoculação de células tumorais 
Walker-256B no lado direito da região de inserção das vibrissas (ONO et al., 2009; 
GAMBETA et al., 2016). Antes da inoculação facial, as células foram mantidas in vivo 
através de inoculação intraperitoneal na concentração de 1x107 céls/mL. Após 5-7 
dias da primeira inoculação intraperitoneal, os animais foram eutanasiados e 
submetidos à laparotomia para a coleta do liquido ascítico, o qual foi acrescentado 
EDTA (1:1; pH 8,0). Em câmara de Neubauer foi avaliado a viabilidade celular pelo 
teste de exclusão com Azul de Tripan 0,4% (BRIGATTE et al., 2007) e contabilizada 
apenas as células viáveis. Foi repetida então a inoculação intraperitoneal na mesma 
concentração (repique). 
Após o terceiro repique as células tumorais já apresentavam viabilidade de 
produzir tumor sólido. Para a indução do carcinoma facial, os animais foram 
anestesiados com uma solução de xilazina (7,5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) por 
via intraperitoneal, e uma suspensão contendo 2x106 céls em 100 μL foi injetada via 
subcutânea na região de inserção das vibrissas do lado direito da face. Animais do 




3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS 
 
No presente estudo foram utilizados os seguintes testes comportamentais 
para avaliar a nocicepção evocada e espontânea, e o comportamento do tipo 
ansioso: 
 
3.4.1 Hiperalgesia mecânica facial 
 
Para avaliar a hiperalgesia mecânica facial, os animais foram alocados 
individualmente em caixas de observação, para um tempo de ambientação de no 
mínimo 2 horas. Em seguida o limiar mecânico foi avaliado utilizando uma série de 
filamentos de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting, USA: 0,04 g; 
0,07 g; 0,16 g; 0,4 g; 1,0 g; 2,0 g; 4,0 g, e 8,0 g) como descrito previamente 
(CHICHORRO et al., 2006). Cada filamento foi aplicado no lado direito da face, na 
região central da área de inserção das vibrissas, 3 vezes consecutivas, com um 
intervalo de ~3 s entre cada aplicação. O limiar mecânico foi considerado o filamento 
que evocou duas vezes respostas nociceptivas (retirada rápida da cabeça, reações 
de ataque/escape ao filamento ou rápido grooming facial). Apenas os animais que 
não apresentaram estes comportamentos na fase de seleção, após a aplicação de 
todos os filamentos, foram incluídos nos experimentos subsequentes, isto é, aqueles 
que possuiram um limiar basal de resposta à estimulação mecânica igual ou superior 
a 8 g. Para discriminar os grupos de animais hiperalgésicos de não hiperalgésicos, 
após a inoculação das células tumorais, foi considerada hiperalgesia mecânica facial 
quando os animais apresentavam limiar mecânico inferior ou igual a 4 g. 
 
3.4.2 Labirinto em cruz elevado 
 
Para avaliar o comportamento relacionado à ansiedade os animais foram 
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado conforme descrito por PELLOW et 
al. (1985). Foi utilizado um aparado de madeira, elevado a 50 cm do chão, o qual 
apresenta 4 braços, sendo 2 abertos e 2 fechados, que apresenta no cruzamento 
entre os braços uma área central de 10 cm2. Para a realização desse teste, os 
animais foram colocados individualmente no centro do aparato e foi gravado o 
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comportamento do animal durante 5 minutos. Foi avaliado o tempo que o animal 
permaneceu nos braços abertos e o número de entrada nos braços abertos como 
parâmetro de comportamento do tipo ansioso, onde o aumento no tempo de 
permanência e número de entrada nos braços abertos é um indicativo de efeito do 
tipo ansiolítico. O número de entradas nos braços fechados foi avaliado como 
parâmetro de atividade locomotora espontânea, sendo considerada uma entrada 
quando o animal ultrapassou com as 4 patas as delimitações de cada braço. Foram 
excluídos os animais que caíram do aparato durante o teste. 
 
3.4.3 Transição claro-escuro 
 
O teste de transição claro-escuro desenvolvido por CRAWLEY e GOODWIN 
(1980) permite também avaliar o comportamento de ansiedade. O aparato consiste 
em uma caixa de madeira (altura = 30 cm, comprimento = 48 cm, largura = 24 cm), 
dividida igualmente em dois compartimentos, sendo um compartimento escuro, 
pintado de preto, não iluminado, e outro compartimento claro, pintado de branco e 
iluminado com uma fonte luminosa de 100 lux. Ainda, esse aparato possuiu uma 
abertura no centro com dimensão de 10×10 cm, local onde os animais são 
posicionados no início do teste, com livre acesso aos dois compartimentos. O teste é 
baseado na aversão inata dos animais por lugares com alta claridade, existindo um 
conflito do animal na exploração dos compartimentos ou esquiva do compartimento 
claro, sendo que o aumento no tempo de permanência no compartimento claro é um 
indicativo de efeito do tipo ansiolítico. Os animais foram colocados individualmente 
no aparato com livre acesso aos dois compartimentos e foi gravado o 
comportamento do animal durante 5 minutos. Foi contabilizado o tempo em que 
cada animal permaneceu no compartimento claro como parâmetro de ansiedade, e o 
número de transições entre os compartimentos como parâmetro de atividade 
locomotora espontânea. 
 
3.4.4 Campo aberto 
 
O teste do campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos 
animais, bem como avaliar comportamentos relacionados à ansiedade (WALSH e 
CUMMINS, 1976). Os animais foram colocados no centro de uma arena quadrada 
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feita de madeira (50 cm de comprimento, 50 cm de largura e 40 cm de altura), 
dividida em 9 quadrantes. Foi gravado o movimento do animal durante 5 minutos. O 
número de cruzamentos entre os quadrantes foi avaliado como parâmetro de 
atividade locomotora. Comportamentos como o tempo na área central, entrada na 
área central, e o tempo de grooming facial foram avaliados como parâmetros de 
ansiedade. 
 
3.4.5 Grooming espontâneo 
 
Seis dias após a inoculação das células tumorais, os animais foram 
ambientados individualmente em caixas de acrílico por aproximadamente 15 
minutos, seguido pela contabilização do grooming facial espontâneo durante 10 
minutos subsequentes, sendo considerado apenas o movimento de limpeza facial 
com ambas as patas dianteiras. O aumento no tempo dispendido realizando o 
grooming facial foi considerado como parâmetro de nocicepção facial espontânea 
(HIDAKA et al., 2011). 
 
3.4.6 Preferência condicionada ao lugar 
 
Para avaliar a dor tônica no modelo de carcinoma facial, foi realizado o teste 
de preferência condicionada ao lugar (conditioned place preference – CPP), 
metodologia proposta por KING et al. (2009) para avaliar o aspecto emocional da 
dor. Foi utilizado um aparato de madeira, o qual é divido em três compartimentos: 
um compartimento central denominado de câmara neutra (altura = 36 cm, largura = 
25 cm, comprimento = 10 cm), a qual possui uma luz de LED (~100 lux) aversiva 
para os animais; dois compartimentos adjacentes denominados de câmara teste 
(altura = 36 cm, largura = 25 cm, comprimento = 40 cm) possuindo pistas visuais e 
táteis distintas, possuindo uma câmara para registro acima do aparato. O teste foi 
realizado utilizando um protocolo com dois dias de condicionamento, sendo 
realizado do terceiro ao sexto dia após a inoculação das células tumorais. No 
primeiro dia do teste, dia do pré-condicionamento, os animais foram alocados na 
câmara neutra com livre acesso aos outros compartimentos do aparato por 15 
minutos e foi contabilizado o tempo de permanência nas câmaras testes. Ratos que 
despenderam tempo <20% ou >80% em uma das câmaras testes foram excluídos 
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do experimento. Com o intuito de evitar um viés experimental, foi realizado um 
balanceamento para o condicionamento, a fim de que o tempo de pré-
condicionamento entre os grupos não apresentasse diferença estatística No 
segundo e terceiro dias do teste, i.e., nos dias de condicionamento, os animais foram 
tratados com veículo pela manhã e duas horas após foram confinados durante uma 
hora na câmara teste designada através do balanceamento. Após o 
condicionamento pela manhã, os animais retornaram às caixas. No período da tarde, 
i.e., quatro horas após o condicionamento com o veículo, os animais foram tratados 
com a droga teste e duas horas após foram confinados durante uma hora na câmara 
oposta ao condicionamento do período da manhã. No último dia, i.e., dia teste, os 
animais foram alocados na câmara neutra com livre acesso aos outros 
compartimentos por 15 minutos, e foi contabilizado o tempo de permanência na 
câmara pareada com a droga teste, com a finalidade de avaliar a preferência 
condicionada ao lugar pelo alívio da dor.  
 
3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 
A linha temporal dos protocolos experimentais desse estudo pode ser 
observada na Figura 2. Para as mediadas evocadas, foi avaliada a medida basal do 
limiar mecânico facial antes da inoculação das células tumorais. No terceiro dias 
após a inoculação das células tumorais, a hiperalgesia mecânica foi avaliada, e 
subsequente os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado 
(LCE) e transição claro/escuro (TCE). Seis dias após a indução do tumor, em um 
grupo independente de animais, o mesmo protocolo foi realizado. No sexto dia após 
a inoculação das células tumorais a hiperalgesia mecânica facial foi avaliada 
seguida pelo tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.o.) ou veículo (2 mL/kg, v.o.) 
e avaliação de hora em hora até 6 horas após o tratamento. Em um grupo 
independente, para avaliar o efeito do tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.o.) 
no comportamento do tipo ansioso, seis dias após a inoculação das células tumorais, 
pela manhã foi avaliada a hiperalgesia mecânica facial seguida pelo tratamento com 
pregabalina ou veículo, e duas horas após o tratamento, os animais foram 
submetidos ao teste do LCE e TCE, ou teste do campo aberto. 
Para as medidas de dor não evocada, seis dias após a inoculação, os 
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animais foram tratados com pregabalina (30 mg/kg, v.o.) ou veiculo (2 mL/kg, v.o.) e 
duas horas após o grooming facial espontâneo foi avaliado durante 10 minutos. Em 
um grupo independente de animais o teste do CPP foi avaliado. A sessão de pré-
condicionamento foi realizada 3 dias após a inoculação das células tumorais, 
enquanto que as sessões de condicionamento foram realizadas 4 e 5 dias após a 
inoculação das células tumorais e a sessão teste foi realizada 6 dias após a 
inoculação das células tumorais. 
 
Figura 2 Linha temporal dos protocolos experimentais. 
No Painel A está representado a linha temporal para as medidas evocadas. Foi realizada a medida 
basal do VF (dia -1) seguido pela inoculação das células tumorais Walker-256 (dia 0). A hiperalgesia 
mecânica facial e comportamento do tipo ansioso foram avaliados em grupos independentes nos dias 
3 e 6 após a inoculação. No sexto dia após a inoculação foi avaliado o efeito da pregabalina (30 
mg/kg, v.o.) ou veículo (2 mL/kg, v.o.) na hiperalgesia mecânica facial, comportamento do tipo ansioso 
e atividade locomotora. No Painel B está representada a linha temporal para as medidas não 
evocadas. No dia 0 foi realizada a inoculação das células tumorais, e seis dias após foi avaliado o 
grooming facial espontâneo. A sessão de pré-condicionamento do CPP foi realizada no dia 3, as 
sessões de condicionamento nos dias 4 e 5, e a sessão teste foi realizada no dia 6 após a inoculação 
das células tumorais. CA – campo aberto; CPP – preferencia condicionada ao lugar; LCE – labirinto 





3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Análise de variância (ANOVA) de duas vias com ou sem medidas repetidas 
foi utilizada para analisar os dados, sendo a condição (tumor ou controle) e/ou 
tratamento e/ou tempo como fatores independentes. ANOVA de uma via foi utilizada 
quando apenas a condição foi utilizada como fator independente. Quando 
apropriado, teste de post-hoc de Bonferroni para comparações múltiplas foi 
realizado. Resultados foram considerados estatisticamente significantes quando 
p<0,05. Todos os dados foram representados como a média ± erro padrão da média 
(EPM). Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 






4.1 Avaliação temporal do comportamento do tipo ansioso em ratos com carcinoma 
facial 
 
Previamente à inoculação das células tumorais na região das vibrissas, o 
limiar mecânico basal dos animais foi avaliado. No terceiro dia após a inoculação foi 
observado uma redução no limiar mecânico dos animais com tumor, (*p<0,05 vs 
Sham) indicando o desenvolvimento de hiperalgesia mecânica facial (Figura 3A). 
Posteriormente os mesmos animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz 
elevado (LCE) e transição claro/escuro (TCE). Quando avaliado o tempo de 
permanência no compartimento claro da TCE não foi observada diferença entre os 
grupos sham e tumor hiperalgésico e não hiperalgésico (p>0,05; Figura 3B). Quando 
avaliado o tempo de permanência nos braços abertos do LCE também não foi 
observada diferença entre os grupos (p>0,05; Figura 3C), entretanto foi detectada 
uma redução no número de entradas nos braços abertos (*p<0,05 vs Sham; Figura 
3D). 
Seis dias após a inoculação das células tumorais também foi observada 
hiperalgesia mecânica facial nos animais com tumor (*p<0,05 vs Sham; Figura 4A). 
Animais com tumor facial que desenvolveram hiperalgesia mecânica permaneceram 
menos tempo no compartimento claro no teste TCE (*p<0,05 vs Sham; Figura 4B), 
indicativo de comportamento do tipo ansioso. É interessante notar que apenas os 
animais com tumor que desenvolveram hiperalgesia mecânica apresentaram 
comportamento do tipo ansioso quando avaliado o tempo de permanência nos 
braços abertos (*p<0,05 vs Sham, #p<0,05 vs hiperalgésicos; Figura 4C). Em 
adição, foi observada uma redução no número de entradas nos braços abertos no 
grupo tumor hiperalgésico (*p<0,05 vs Sham, #p<0,05 vs hiperalgésicos), indicando 
comportamento do tipo ansioso (Figura 4D). 
A tabela 1 mostra a avaliação da atividade locomotora espontânea no teste 
do labirinto em cruz elevado e transição claro-escuro. No terceiro dia após a 
inoculação das células tumorais não foi observada diferença no número de entradas 
nos braços fechados no LCE e no número de transições na TCE entre os grupos 
(p>0,05). Seis dias após a inoculação não foi detectado comprometimento na 
37 
 
atividade locomotora espontânea entre os grupos, pois não houve diferença 
significativa tanto no número de entrada nos braços fechados (p>0,05) quanto no 
número de transições (p>0,05). 
 
 
Figura 3 Avaliação comportamental no terceiro dia após a inoculação facial das células 
tumorais. 
A hiperalgesia mecânica facial foi avaliada antes (pré) e no terceiro dia (D3) após a inoculação das 
células tumorais (Painel A, *p<0,05 vs Sham; n=8-12). No D3 foi avaliada nos mesmos animais a 
porcentagem de tempo no compartimento claro na TCE (Painel B, n=6-8), a porcentagem de tempo 
nos braços abertos no LCE (Painel C, n=6-8) e a porcentagem de entradas nos braços abertos no 
LCE (Painel D, *p<0,05 vs Sham; n=6-8). LCE: labirinto em cruz elevado; TCE: transição claro/escuro; 
VF – Von Frey. ANOVA de uma via seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Todos os gráficos 




Figura 4 Avaliação comportamental no sexto dia após a inoculação facial das células tumorais. 
A hiperalgesia mecânica facial foi avaliada antes (pré) e no sexto dia (D6) após a inoculação das 
células tumorais (Painel A, *p<0,0001 vs Sham; n=8-10). No D6 foi avaliada nos mesmos animais a 
porcentagem de tempo no compartimento claro na TCE (Painel B, *p<0,05 vs Sham; n=8-10), a 
porcentagem de tempo nos braços abertos no LCE (Painel C, *p<0,05 vs Sham, #p<0,05 vs 
hiperalgésicos; n=8-10) e a porcentagem de entradas nos braços abertos no LCE (Painel D, *p<0,05 
vs Sham, #p<0,05 vs hiperalgésicos; n=8-10). LCE: labirinto em cruz elevado; TCE: transição 
claro/escuro; VF – Von Frey. ANOVA de uma via seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Todos 
os gráficos apresentam a média ± EPM. 
 
Tabela 1 Avaliação da atividade locomotora espontânea. 
D3 Sham Hiperalgésico Não-hiperalgésico 
Número de entradas braços fechados 10,0±0,5 9,8±0,7 6,8±1,3 
Número de transições 7,6±0,6 7,8±1,6 5,0±2,2 
D6    
Número de entradas braços fechados 8,2±0,6 6,8±0,4 6,1±0,8 
Número de transições 6,3±1,1 3,5±0,8 4,3±0,7 
O número de entradas nos braços fechados no labirinto em cruz elevado e o número de transições na 
transição claro/escuro foram usados como parâmetro de atividade locomotora espontânea. Não foi 
observado comprometimento locomotor entre os grupos no D3 (n=6-8) e no D6 (n=8-10). ANOVA de 






4.2 Efeito do tratamento sistêmico com pregabalina na hiperalgesia mecânica 
associada ao carcinoma facial 
 
Previamente à inoculação das células tumorais foi avaliado o limiar basal 
dos animais à estimulação mecânica da face com filamentos de Von Frey. No sexto 
dia pós-inoculação (D6) essa avaliação foi repetida e observou-se que o grupo com 
tumor apresentou uma redução no limiar mecânico (*p<0,05 vs Sham-Vei). Após o 
tratamento com pregabalina foi observado um aumento no limiar mecânico no grupo 
com tumor da 2ª até a 4ª hora (#p<0,05 vs Tumor-Vei; Figura 5). Não foi observada 
diferença no grupo Sham após o tratamento com pregabalina ou veículo (p>0,05). 
 
 
Figura 5 Tratamento sistêmico agudo com pregabalina atenuou a hiperalgesia mecânica facial 
induzida pelo tumor. 
Previamente a inoculação das células tumorais o limiar mecânico facial foi avaliado (Pré) e foi 
observada uma redução no limar de força (g) no sexto dia após a inoculação (D6) no grupo tumor 
(*p<0,0001 vs Sham-Vei; n=6-10). O tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.o.) aumentou o limar 
no grupo tumor da 2ª até a 4ª hora após o tratamento (#p<0,01 vs Tumor-Vei; n=6-10). PGB: 
pregabalina; Vei: veículo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido pelo teste de post-





4.3 Tratamento com pregabalina apresentou efeito do tipo ansiolítico nos animais 
com carcinoma facial 
 
Seis dias após a inoculação das células tumorais foi observado uma redução 
no limiar mecânico facial no grupo tumor (*p<0,05 vs Sham-Vei; Figura 6A). Apenas 
os animais com tumor que desenvolveram hiperalgesia mecânica foram tratados 
com pregabalina. Duas horas após o tratamento foi observado o comportamento do 
tipo ansioso no grupo tumor tratado com veiculo quando avaliado o tempo de 
permanência no compartimento claro na TCE (*p<0,05 vs Sham-Vei; Figura 6B), no 
tempo despendido nos braços abertos e no número de entradas nos braços abertos 
no LCE (*p<0,05 vs Sham-Vei; Figuras 6C e 6D, respectivamente). O tratamento 
sistêmico com pregabalina foi capaz de aumentar o tempo nos braços abertos 
(#p<0,05 vs Tumor-Vei; Figura 6C) e o número de entradas nos braços abertos 
(#p<0,05 vs Tumor-Vei; Figura 6D) no LCE apenas no grupo com tumor. Por outro 
lado, não foi observado o mesmo efeito quando avaliado o tempo de permanência 
no compartimento claro da TCE (p>0,05; Figura 6B). 
Na tabela 2 está representado o efeito do tratamento com pregabalina na 
atividade locomotora espontânea. Não foi observado comprometimento locomotor 
quando avaliado o número de entradas nos braços fechado no LCE e no número de 
transições na TCE (p>0,05). Para assegurar do efeito do tratamento com 
pregabalina na atividade locomotora, o teste do campo aberto foi realizado em um 
grupo independente de animais. Animais com tumor tratados com veículo cruzaram 
menos em relação ao grupo Sham (*p<0,05), entretanto o tratamento com 
pregabalina foi capaz de aumentar o número de cruzamento nesses animais 
(#p<0,05 vs Tumor-Vei). Interessante que os animais com tumor tratados com 
veículo passaram mais tempo realizando grooming facial (*p<0,05 vs Sham-Vei) o 
qual foi reduzido com o tratamento com pregabalina (#p<0,05 vs Tumor-Vei), o que 
poderia explicar o número de cruzamentos nesse grupo. Além disso, foi observado 
que os animais com tumor entraram menos na área central e passaram menos 
tempo nessa área (*p<0,05 vs Sham-Vei), indicando novamente um comportamento 
do tipo ansioso, entretanto, o tratamento com a pregabalina diminuiu esses 





Figura 6 Tratamento sistêmico agudo com pregabalina reduziu o comportamento do tipo 
ansioso nos animais tumor que desenvolveram hiperalgesia mecânica facial. 
Hiperalgesia mecânica facial foi observada no sexto dia (D6) após a inoculação das células tumorais 
(Painel A, *p<0,0001 vs Sham; n=8-10). Duas horas após o tratamento, foi avaliado nos mesmos 
animais a porcentagem de tempo no compartimento claro na TCE (Painel B, *p<0,05 vs Sham; n=8-
10), a porcentagem de tempo nos braços abertos no LCE (Painel C, *p<0,001 vs Sham-Vei, #p<0,05 
vs Tumor-Vei; n=8-10) e a porcentagem de entradas nos braços abertos no LCE (Painel D, *p<0,001 
vs Sham-Vei, #p<0,05 vs Tumor-Vei; n=8-10). LCE: labirinto em cruz elevado; PGB: pregabalina; 
TCE: transição claro/escuro; Vei: veículo; VF – Von Frey. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de 
post-hoc de Bonferroni. Todos os gráficos apresentam a média ± EPM. 
 
Tabela 2 Efeito do tratamento sistêmico agudo com pregabalina na atividade locomotora 
espontânea. 
 Sham-Vei Sham-PGB Tumor-Vei Tumor-PGB 
Número de entradas braços fechados 7,2±0,5 9,3±0,9 6,1±0,6 4,8±0,7 
Número de transições 5,4±1,1 7,0±1,3 3,7±0,9 2,7±0,9 
Número de cruzamentos 88,0±6,8 83,2±5,9 27,1±3,4* 51,0±5,0*# 
Grooming espontâneo (s) 8,2±2,0 10,1±2,3 55,1±8,9* 27,0±1,9# 
Tempo na área central 24,3±3,6 10,8±2,1* 9,5±2,6* 12,36±3,3* 
Número de entradas na área central 9,4±1,2 5,1±0,7* 2,5±0,5* 4,6±0,8* 
Duas horas após o tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.o.) não foi observado comprometimento 
locomotor quando avaliado o número de entradas nos braços fechados no labirinto em cruz elevado e 
o número de transições na transição claro/escuro (n=8-10). No teste do campo aberto foi avaliado o 
número de cruzamentos entre os quadrantes, o tempo de grooming facial espontâneo, o tempo e o 
número de entradas na região central (*p<0,05 vs Sham-Vei, #p<0,05 vs Tumor-Vei; n=8-12). PGB: 
pregabalina; Vei: veículo. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Os 






4.4 Efeito do tratamento sistêmico com pregabalina na dor não evocada associada 
ao carcinoma facial 
 
No sexto dia após a inoculação das células tumorais foi observado um 
aumento no tempo de grooming facial espontâneo no grupo tumor tratado com 
veículo, o qual foi reduzido após o tratamento com pregabalina, sugerindo efeito 
antinociceptivo na dor espontânea (*p<0,05 vs Sham-Vei, #p<0,05 vs Tumor-Vei; 
Figura 7A). No grupo Sham o tratamento com pregabalina não alterou o tempo de 
grooming facial espontâneo (p>0,05).  
No teste do CPP, dois dias de pareamento com pregabalina foi capaz de 
induzir preferencia condicionada ao lugar (CPP) no grupo com tumor, observado 
pelo aumento no tempo despendido na câmara pareada com pregabalina no pós-
condicionamento (*p<0,05 vs Tumor-Pré-condicionamento; Figura 7B). Não foi 
observada diferença estatística no tempo de permanência na câmara pareada com 
pregabalina no grupo Sham após o condicionamento (p>0,05). 
 
 
Figura 7 Efeito do tratamento sistêmico com pregabalina na dor não evocada associada ao 
câncer facial. 
No sexto dia após a inoculação das células tumorais foi observada uma redução no grooming 
espontâneo no grupo tumor tratado com pregabalina (30 mg/kg, p.o.) (Painel A, *p<0,0001 vs Sham-
Vei, #p<0,0001 vs Tumor-Vei; n=9-20). Pareamento de dois dias com a pregabalina (30 mg/kg, p.o.) 
induziu preferência condicionada ao lugar no grupo tumor (Painel B, *p<0,05 vs Tumor-Pré-
condionamento; n=11-12), mas não no grupo sham. PGB: pregabalina; Vei: veículo. ANOVA de duas 
vias com medidas repetidas, seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Todos os gráficos 










Nossos dados sugerem uma relação causal entre a hiperalgesia mecânica 
facial e o comportamento do tipo ansioso, visto que apenas os animais tumor-
hiperalgésicos desenvolveram comportamento do tipo ansioso. Ademais, o 
tratamento com pregabalina foi eficaz em produzir efeito antinociceptivo e do tipo 
ansiolítico nos animais com tumor, sugerindo que a mesma pode representar uma 
opção terapêutica promissora no tratamento da dor e ansiedade associadas ao 
câncer na região orofacial. 
O modelo de carcinoma facial em ratos permite a avaliação da nocicepção 
não evocada e evocada, bem como o comportamento do tipo ansioso. Nosso estudo 
demonstrou que o tratamento sistêmico agudo com a pregabalina foi capaz de 
reduzir tanto a nocicepção não evocada quanto a evocada e apresentou efeito do 
tipo ansiolítico nos animais com tumor, sem interferir na atividade locomotora. Mais 
ainda, foi demonstrado que o comportamento do tipo ansioso foi detectado após o 
estabelecimento das alterações sensoriais na face e apenas nos animais com tumor 
que desenvolveram a hiperalgesia mecânica facial, sugerindo que a ansiedade é 
posterior ao desenvolvimento da dor. 
 
5.1 Relação entre a nocicepção e o comportamento do tipo ansioso 
 
Nossos dados demonstraram que os animais começam a desenvolver 
hiperalgesia mecânica facial já no terceiro dia após a inoculação das células 
tumorais e o comportamento do tipo ansioso só foi observado no sexto dia, também 
demonstrando que a ansiedade é detectada após o estabelecimento da dor. 
Vários estudos clínicos e pré-clínicos têm demonstrado que existe uma 
relação entre a dor crônica e a ansiedade. A incidência de ansiedade em pacientes 
com disfunções temporomandibulares crônica (dor muscular ou dor articular) chega 
a aproximadamente 30% dos pacientes (BERTOLI e DE LEEUW, 2016). Pacientes 
com neuralgia do trigêmeo apresentam maiores níveis de ansiedade e depressão 
em relação aos pacientes com dor facial atípica (MACIANSKYTE et al., 2011). 
Recentemente, outro estudo que avaliou o impacto da neuralgia do trigêmeo na 
qualidade de vida dos pacientes relatou que mais de 50% dos pacientes eram 
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ansiosos (ZAKRZEWSKA et al., 2017). Além disso, já foi observado que pacientes 
com migrânea também apresentam altos níveis de ansiedade (DINDO et al., 2016; 
KUTAY et al., 2017; PERES et al., 2017). 
Além dessas evidências clínicas, existem diversos estudos pré-clínicos que 
demonstraram a relação entre a nocicepção e a ansiedade. HASNIE et al. (2007) 
demonstrou em modelo de neuralgia pós-herpética que após inoculação de células 
infectadas com o vírus Varicella zoster na pata, os ratos desenvolveram hiperalgesia 
mecânica, a qual se iniciava após o 7º dia da infecção com o vírus, perdurando por 
aproximadamente 50 dias. Mais ainda, quando realizado o teste do campo aberto 
para avaliar o comportamento do tipo ansioso, foi observado que os animais 
infectados com o vírus apresentaram redução no número de entradas e no tempo de 
permanência no quadrante central do aparato, indicativo de comportamento do tipo 
ansioso. Além desse estudo, Rice e colaboradores demonstraram em modelo de 
polineuropatia simétrica distal associada à imunodeficiência humana (HIV) que os 
animais desenvolviam hiperalgesia mecânica e comportamento do tipo ansioso 
(WALLACE et al., 2007). Interessantemente, em modelos de lesão de nervos 
espinais parecem existir diferenças com relação ao desenvolvimento de ansiedade 
dependendo do modelo utilizado. ROESKA et al. (2008) demonstrou que tanto em 
modelo de ligação parcial do nervo (PNL) ou constrição crônica do nervo ciático 
(CCI) os animais desenvolvem hiperalgesia mecânica. Entretanto, quando foi 
avaliado o tempo no braço aberto no labirinto em cruz elevado, foi observado 
comportamento do tipo ansioso apenas no grupo CCI. SEMINOWICZ et al (2009) 
observou que em modelo de lesão parcial do nervo, os animais desenvolvem 
hiperalgesia mecânica e térmica dentro dos primeiros dias após a cirurgia, entretanto 
o comportamento do tipo ansioso só foi observado vinte semanas após o 
procedimento, sugerindo que o comportamento do tipo ansioso ocorre semanas 
após o início da dor.  
Mais especificamente em relação à dor facial, cabe ressaltar que nossos 
resultados também corroboram algumas poucas evidências obtidas de estudos pré-
clínicos utilizando diferentes modelos de dor facial. Em modelo de migrânea induzida 
por infusão de mediadores inflamatórios na dura-máter, os animais desenvolvem 
hiperalgesia mecânica periorbital, e 21 dias após a infusão foi observado que os 
animais apresentavam comportamento do tipo ansioso (ZHANG et al., 2017). Em 
modelo de neuralgia do trigêmeo pela constrição do nervo infraorbital foi observado 
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redução no limiar mecânico e comportamento do tipo ansioso no grupo constrito 
(WANG et al., 2015). Ademais, o comportamento do tipo ansioso foi detectado 
também em modelo de dor inflamatória aguda pela administração de capsaicina ou 
formalina na região orofacial (BAHAADDINI et al., 2016; RAOOF et al., 2016). Além 
desses estudos, dados prévios do nosso laboratório demonstraram que em modelo 
de carcinoma facial os animais desenvolvem hiperalgesia térmica ao calor e 
comportamento do tipo ansioso, sugerindo uma interação entre a dor de origem 
craniofacial e ansiedade (GAMBETA et al., 2016).  
Apesar das evidências expostas que tem demonstrado que há uma relação 
entre a nocicepção e o comportamento do tipo ansioso, nenhum estudo até o 
momento avaliou se a condição per se não alteraria o comportamento. O modelo 
utilizado nesse estudo permitiu separar os animais com tumor que desenvolveram 
ou não a hiperalgesia mecânica facial, permitindo então avaliar se a condição tumor 
não induziria o comportamento do tipo ansioso. Foi observado que os animais com 
tumor que desenvolveram hiperalgesia mecânica facial permaneceram menos tempo 
nos braços abertos e no compartimento claro, indicativo do comportamento do tipo 
ansioso. Entretanto, os animais com tumor que não desenvolveram hiperalgesia 
mecânica facial não apresentaram o comportamento do tipo ansioso. Com esses 
resultados podemos sugerir que o desenvolvimento do comportamento do tipo 
ansioso ocorre apenas após o estabelecimento das alterações sensoriais na face.  
 
5.2 Efeito da pregabalina na nocicepção evocada 
 
No presente estudo, o tratamento sistêmico por via oral com pregabalina foi 
capaz de reduzir a hiperalgesia mecânica facial nos animais com tumor, 
corroborando estudos prévios que já demonstraram o efeito antinociceptivo da 
pregabalina, na mesma dose utilizada neste estudo, em diferentes modelos de dor 
crônica facial. CAO et al. (2013) demonstrou que o tratamento com pregabalina foi 
capaz de aumentar o limiar mecânico facial em modelo de transecção parcial do 
nervo infraorbital, enquanto que Hummig et al (2014) demonstraram que a 
pregabalina foi capaz de reduzir a hiperalgesia térmica ao calor em modelo de 
constrição do nervo infraorbital e no modelo de carcinoma facial. Em modelo de 
diabetes induzido por estreptozotocina foi observado que os animais desenvolveram 
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hiperalgesia térmica ao calor e ao frio, a qual foi reduzida pelo tratamento sistêmico 
com a pregabalina (NONES et al., 2013). Em modelos de dor inflamatória facial 
aguda, pela administração de formalina, carragenina ou ainda no teste de capsaicina 
orofacial, o tratamento com pregabalina na dose de 30 mg/kg foi eficaz em reduzir as 
respostas nociceptivas (HUMMIG et al., 2014). Esses resultados fornecem 
evidências que o tratamento com a pregabalina pode ser útil no controle da dor facial 
evocada por estímulos de diferentes origens (i.e. térmica ou mecânica), além da 
capacidade de reduzir o componente da dor não evocada. Nossos dados fornecem 
evidências adicionais para a utilidade da pregabalina como uma importante 
ferramenta no controle da dor de origem orofacial. Tendo isso em vista, na prática 
clínica, a pregabalina tem sido utilizada para o controle da dor neuropática 
(FINNERUP et al., 2010; FINNERUP et al., 2015), bem como tem sido avaliada para 
o controle da dor associada ao câncer (FALLON, 2013; ESIN e YALCIN, 2014; 
RAMAN et al., 2016). 
Evidências clínicas já demonstraram a eficácia da pregabalina no controle de 
dores de origem craniofacial. Foi reportado que o tratamento com pregabalina por 4 
semanas foi capaz de reduzir a dor e a frequência dos ataques de dor em pacientes 
com neuralgia do trigêmeo (OBERMANN et al., 2008). Mais ainda, foi observado que 
o tratamento com pregabalina reduz a dor e sintomas comórbidos relacionados à 
neuralgia do trigêmeo, melhorando a qualidade de vida do paciente (PEREZ et al., 
2009). Pacientes com migrânea crônica apresentaram uma melhora clinicamente 
relevante em relação à frequência de ataques e intensidade da dor após tratamento 
crônico com pregabalina (CALANDRE et al., 2010). Ademais, foi reportado que o 
tratamento com pregabalina durante 12 semanas foi capaz de aliviar a alodinia em 
pacientes com migrânea (ZHANG et al., 2015). Em um relato de caso de uma 
paciente com neuralgia do glossofaríngeo foi relatado o alívio completo da dor após 
o tratamento com pregabalina (KITCHENER, 2006). 
 
5.3 Efeito do tipo ansiolítico da pregabalina 
 
Existem evidências crescentes clínicas e pré-clínicas de que o tratamento 
com a pregabalina apresenta efeito ansiolítico em diversas condições (FIELD et al., 
2001; MONTGOMERY et al., 2013), incluindo na ansiedade associada à dor 
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(BAASTRUP e FINNERUP, 2008; PEREZ et al., 2009). Nesse sentido, nossos dados 
demonstraram que o tratamento com pregabalina foi capaz de apresentar efeito do 
tipo ansiolítico nos animais com tumor quando avaliado o comportamento no labirinto 
em cruz elevado. Foi reportado que o tratamento crônico com pregabalina 
apresentou efeito do tipo ansiolítico em modelo de ligação parcial do nervo ciático 
em camundongos, entretanto não foi observado o mesmo efeito nos animais do 
grupo sham (LA PORTA et al., 2016), corroborando nossos resultados. Em modelo 
de constrição do nervo ciático em ratos foi observado que os animais desenvolveram 
comportamento do tipo ansioso, o qual foi reduzido pelo tratamento agudo com 
gabapentina, uma droga com mecanismo de ação similar ao da pregabalina 
(ROESKA et al., 2008). Esses estudos indicam que os gabapentinóides podem ser 
utilizados como uma ferramenta farmacológica para o controle da ansiedade 
associada à dor. Apesar do tratamento com pregabalina ter apresentado um efeito 
do tipo ansiolítico evidente no teste do labirinto em cruz elevado, cabe ressaltar que 
o mesmo não foi observado no teste da transição claro-escuro. A ausência no efeito 
do tipo ansiolítico da droga pode ser devido às premissas ou a sensibilidade do teste 
da transição claro-escuro, em que foi avaliada a aversão ao compartimento claro. 
Em adição, tem sido demonstrado o efeito do tipo ansiolítico da pregabalina 
em modelos de estresse/ansiedade não relacionada à dor. Assim, em modelo animal 
de TEPT, após a exposição ao odor de um predador, foi observado que o tratamento 
com pregabalina foi capaz de atenuar o comportamento do tipo ansioso quando os 
animais foram avaliados no teste do labirinto em cruz elevado (ZOHAR et al., 2008). 
FIELD et al. (2001) verificou o efeito da pregabalina em dois modelos distintos de 
ansiedade, o teste do labirinto em cruz elevado e o teste de conflito, e reportou que 
o tratamento com pregabalina induziu um efeito do tipo ansiolítico. Ademais, foi 
observado que animais que recebem choque nas patas apresentam um aumento de 
vocalizações ultrassônicas aversivas (22 kHz), as quais foram reduzidas após o 
tratamento com pregabalina (BARDIN et al., 2010). 
Abordagens neurofarmacológicas podem apresentar resultado falso positivo 
ou negativo devido a efeitos sedativos ou por estimulação a atividade locomotora e 
exploratória (O'NEIL e MOORE, 2003). Por essa razão parâmetros de atividade 
locomotora foram avaliados. O teste do labirinto em cruz elevado e o teste da 
transição claro-escuro permitem avaliar a atividade locomotora dos animais pelo 
número de entradas nos braços fechados e o número de transições entre os 
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compartimentos, respectivamente. Cabe ressaltar que no presente estudo o 
tratamento com pregabalina não resultou em comprometimento locomotor, 
corroborando estudos prévios que demonstraram que o tratamento com pregabalina 
não promove comprometimento locomotor, pelo menos na dose utilizada (LAU et al., 
2013; HARTE et al., 2016; NONES et al., 2013). Entretanto é importante mencionar 
que no presente estudo foi observada uma redução significativa no número de 
cruzamentos no grupo tumor quando os animais foram avaliados no campo aberto, a 
qual foi revertida após o tratamento com pregabalina. Entretanto, também foi 
observado que os animais com tumor passaram mais tempo realizando grooming 
facial durante o teste, e que esse comportamento também foi reduzido pelo 
tratamento com pregabalina. Portanto, podemos sugerir que a redução no número 
de cruzamentos pode ser devido ao aumento no tempo de grooming facial, sendo 
que esse comportamento pode estar relacionando a dor espontânea e a ansiedade 
(SACHS, 1988; VOS et al., 1998; NIN et al., 2012; DESEURE e HANS, 2017). Tendo 
em vista que o teste do campo aberto permite ainda avaliar comportamentos 
relacionados com a ansiedade através do número de entradas e tempo de 
permanência no quadrante central (WALSH e CUMMINS, 1976; RAMOS, 2008), no 
presente estudo, conforme o esperado foi observado o comportamento do tipo 
ansioso no grupo tumor. Todavia, não foi observado o efeito do tipo ansiolítico da 
pregabalina em nenhum dos grupos avaliados. Apesar do resultado contraditório, 
estudos já demonstraram que a pregabalina não altera esses comportamentos em 
animais com lesão de nervo (GALAN-ARRIERO et al., 2014, 2015). Tendo isso em 
vista, nossos resultados indicam que o tratamento com pregabalina apresenta efeito 
do tipo ansiolítico apenas nos animais com alterações sensoriais faciais.  
 
5.4 Efeito da pregabalina na dor não evocada  
 
Estudos prévios já demonstraram que pacientes com câncer de cabeça e 
pescoço reportam dor espontânea como um dos sintomas mais comuns, sendo um 
sintoma que reduz significativamente a qualidade de vida do paciente (LAM e 
SCHMIDT, 2011). Nosso estudo demonstrou que seis dias após a inoculação das 
células tumorais os animais apresentaram um aumento no grooming facial 
espontâneo, sugestivo de um componente da dor espontânea, o que corrobora 
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estudos prévios (ONO et al., 2009; HIDAKA et al., 2011; KOPRUSZINSKI, 2016). 
Nos estudos de HIKADA et al (2011) e ONO et al (2009) foi observado um aumento 
no tempo de grooming espontâneo facial no terceiro e quarto dia após a inoculação 
das células tumorais, respectivamente, enquanto que no nosso grupo 
(KOPRUSZINSKI, 2016) foi observado apenas no sexto dia após a inoculação das 
células tumorais, corroborando nossos resultados. O tratamento sistêmico com 
pregabalina foi capaz de reduzir significativamente o tempo de grooming espontâneo 
facial no grupo tumor, demonstrando um possível efeito na dor espontânea. Em 
consonância com esta observação, em modelo de dor neuropática pela constrição 
crônica do nervo ciático (CCI) foi observado que os animais CCI apresentavam um 
aumento na frequência de movimento da pata traseira, a qual foi associada como um 
componente de dor espontânea, e a mesma foi reduzida pelo tratamento sistêmico 
com pregabalina na dose 30 mg/kg (MURAI et al., 2016). 
Um aspecto da dor que tem sido difícil de mensurar em modelos animais é a 
dor tônica persistente, a qual é sentida mesmo na ausência de qualquer estímulo 
externo (KING et al., 2009; NAVRATILOVA et al., 2013). KING et al. (2009) 
desenvolveu uma metodologia capaz de avaliar o aspecto motivacional da dor 
tônica, e diversos estudos utilizaram esse paradigma para demonstrar que o alivio 
da dor produz preferência condicionada ao lugar (CPP) por um contexto distinto 
(REMENIUK et al., 2015; QU et al., 2011; OKUN et al., 2011; DE FELICE et al., 
2013). Em modelo de axotomia de nervo, onde é difícil a avaliação de medidas 
evocadas, a administração intratecal de clonidina (agonista α2-adrenérgico) ou a 
administração intra-RVM de lidocaína foi capaz de induzir CPP, demonstrando a 
existência do componente espontâneo da dor nesse modelo (QU et al., 2011). Em 
modelo de dor inflamatória crônica pela administração de adjuvante completo de 
Freund (CFA) na pata foi observado que o tratamento com clonidina espinhal ou 
lidocaína na fossa poplítea foi eficaz em produzir CPP (OKUN et al., 2011).  
Recentemente estudos que envolvem o sistema trigeminal também 
evidenciaram o componente de dor espontânea em diferentes modelos. DE FELICE 
et al. (2013) demonstraram em modelo de dor cefálica pela administração de 
mediadores inflamatórios na dura-máter que os animais passavam mais tempo na 
câmara pareada com a lidocaína administrada intra-RVM. Em modelo de dor 
neuropática trigeminal através da constrição do nervo infraorbital (CION) foi 
demonstrado que induz dor tônica, a qual foi observada 15 dias após a cirurgia 
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através da administração de lidocaína intra-RVM (NONES et al., 2017). Além desses 
modelos de dor craniofacial, foi observada em modelo de carcinoma facial a 
presença da dor tônica nos animais com tumor, nos quais o tratamento sistêmico 
tanto com o opióide morfina quanto com o antagonista endotelinérgico bosentana foi 
capaz de aumentar o tempo de permanência na câmara pareada com a droga 
(KOPRUSZINSKI, 2016), corroborando os dados do presente estudo, em que esse 
paradigma também foi utilizado para revelar a dor tônica nos animais no sexto dia 
após a inoculação das células tumorais. 
Além disso, os nossos resultados demonstraram que o tratamento com 
pregabalina foi capaz de induzir CPP apenas no grupo tumor, sugerindo que a 
pregabalina é capaz de atenuar a dor tônica relacionada a essa condição. 
Corroborando essa evidência, outros estudos que utilizaram metodologias diferentes 
que permitem avaliar o estado afetivo-motivacional da dor demonstram que a 
pregabalina é capaz de reduzir esse aspecto em um paradigma aversivo. O 
paradigma de fuga/esquiva de lugar (PEAP) baseia-se no pressuposto de fuga ou 
esquiva de um estimulo nocivo, sendo este considerado aversivo, de tal modo 
permitindo avaliar o estado afetivo-motivacional da dor (FUCHS e MCNABB, 2012). 
Quando esse paradigma foi aplicado em animais com lesão no cordão espinhal 
(SCI), o tratamento com pregabalina resultou em uma redução no tempo de 
permanência no compartimento aversivo (BAASTRUP et al., 2011; GALAN-
ARRIERO et al., 2014). Além do PEAP, foi desenvolvido um sistema de conflito 
mecânico, um paradigma que utiliza o conflito da estimulação mecânica nociva e luz 
aversiva, onde o animal pode escapar de um ambiente aversivo e não nocivo, mas 
sujeito a passar por uma estimulação nociva, ou esquivar do compartimento nocivo 
permanecendo no ambiente aversivo, e foi observado que o tratamento com 
pregabalina foi capaz de reduzir a latência de escape do compartimento aversivo 
(HARTE et al., 2016). Nossos dados corroboram essas evidências, e os resultados 
em conjunto indicam que o tratamento com a pregabalina é capaz de reduzir a dor 
tônica em diferentes modelos de dor crônica. 
Um possível mecanismo para o efeito no componente emocional da dor é a 
capacidade da pregabalina reduzir a atividade neuronal espontânea no núcleo 
central da amigdala direita, uma região importante para as respostas emocionais 
relacionadas à dor (GONCALVES e DICKENSON, 2012; NEUGEBAUER, 2015). 
Outro possível mecanismo para o efeito antinociceptivo da pregabalina é através da 
51 
 
modulação do sistema inibitório descendente. Sabe-se que o sistema 
noradrenérgico possui um papel importante no controle inibitório descendente da 
dor, onde a ativação do receptor a2-adrenérgico pode reduzir as respostas 
nociceptivas (KING et al., 2009; NAVRATILOVA et al., 2015). Tem sido sugerido que 
a ação dos gabapentinóides nas vias descendentes resulta na redução da atividade 
do GABA (ácido gama aminobutírico) e aumento dos níveis de glutamato no locus 
coeruleos. Essas ações resultariam no aumento da liberação de noradrenalina, 
levando a ativação do sistema descendente inibitório noradrenérgico promovendo 
então a liberação de noradrenalina no corno dorsal da medula com conseqüente 
ativação do receptor α2-adrenérgico pré e pós-sináptico reduzindo a nocicepção 
(KREMER et al., 2016). 
Os VGCC também estão relacionados com a fisiopatologia da ansiedade, 
pois o aumento na liberação de neurotransmissores excitatórios como o glutamato 
na BLA, vHPC e BNST, pode mediar às respostas relacionadas à ansiedade (FELIX-
ORTIZ et al., 2013; MICO e PRIETO, 2012; TOVOTE et al., 2015; ZAMPONI et al., 
2015; ZAMPONI, 2016). Estudos prévios demonstraram que o efeito do tipo 
ansiolítico do tratamento com a pregabalina é alcançado pela ligação com a 
subunidade α2δ e inibição da liberação de neurotransmissores (BELLIOTTI et al., 
2005; LOTARSKI et al., 2011). Além disso, sabe-se que a subunidade α2δ é 
altamente expressa em diversas regiões encefálicas, tais como a amígdala, ACC, IC 
e PAG que apresentam papel importante não somente para a ansiedade, mas 
também para a dor (MICO e PRIETO, 2012; STAHL et al., 2013; ZHUO, 2016). 
Portanto, é possível que o papel ansiolítico e analgésico da pregabalina seja devido 
à sua habilidade de modular a liberação de diferentes neurotransmissores em 





Nossos resultados demonstraram que o modelo de carcinoma facial por 
inoculação de células tumorais Walker-256 em ratos induz comportamento do tipo 
ansioso apenas nos animais hiperalgésicos e após o estabelecimento das respostas 
nociceptivas não evocadas e evocadas. O tratamento agudo com a pregabalina 
demonstrou um ótimo perfil analgésico, especialmente na avaliação da dor 
espontânea, e ansiolítico em animais com tumor facial. Portanto, nossos dados 
sugerem que o tratamento com a pregabalina pode representar uma droga útil para 
o tratamento da dor e ansiedade em pacientes com câncer de cabeça e pescoço.  
 
Os resultados desse estudo estão sumarizados na tabela 3 
 
Tabela 3 Avaliação comportamental em ratos com tumor facial e influência do tratamento com 
pregabalina 
Teste D3 D6 Pregabalina 30 mg/kg 
Comportamento tipo ansioso    
Nocicepção evocada    
Nocicepção não evocada -   
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